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DESCRIPCION
Colageno modificado con retinol, método para producir el mismo, y composicion externa para la piel que lo contiene
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a colageno modificado con retinol que presenta efectos excelentes de
antienvejecimiento cutaneo cuando se aplica a la piel. De forma mas especifica, la presente invencion se refiere a un
colageno modificado con retinol que tiene una toxicidad baja para las células y tiene una seguridad excelente sin
causar picores y similares, aumenta la expresion de los genes de acido hialurénico sintasa durante un periodo de
tiempo prolongado y aumenta la produccién de acido hialurénico, y también aumenta la sintesis de colageno, para
producir de ese modo un efecto excelente de prevenir la formacién de arrugas, un efecto excelente de mejorarlas
arrugas, un efecto excelente de hacer que la piel sea bonita y un efecto excelente de mejorar la calidad de la piel; un
método para producir el mismo, y una composicion externa para la piel y un cosmético en forma de lamina cada uno
conteniendo el mismo.

Descripcion de la técnica relacionada

Las arrugas en la piel aumentan a medida que la piel envejece. Hay arrugas, por ejemplo, arrugas horizontales finas
que se desarrollan de una manera tan profunda como la epidermis debajo de los ojos (las arrugas de la epidermis),
arrugas que se desarrollan de una manera tan profunda como la dermis y aparecen como pliegues finos que se
desarrollan verticalmente a los musculos mimicos en las esquinas de los ojos, la frente y similares (arrugas de la
dermis), y arrugas que aparecen como enormes pliegues alrededor de los ojos y la boca, en los contornos de la cara
y similares (arrugadas de edad avanzada). Sin embargo, no se han producido contramedidas que actué en preforma
integral en partes tales como la epidermis y la dermis, y que proporcionen una solucién de multiples fases para evitar
la formacioén de arrugas y para mejorar las arrugas.

Al mismo tiempo, el colageno o sus derivados son proteinas fibrosas que se pueden encontrar en todos los
organismos pluricelulares, y se incorporan en diversos productos cosméticos con el fin de prevenir el envejecimiento
cutaneo.

Sin embargo, el colageno convencional o los derivados de colageno presentan el problema de que no son capaces
de producir efectos antienvejecimiento cutaneo excelentes y satisfactorios.

Por consiguiente, en vista de los problemas existentes del colageno, los inventores de la presente invencion han
completado una invencion relacionada con polipéptidos que tienen una estructura similar a la del colageno, y
presentaron una solicitud para la invencién (WO 2009/035092).

Por otro lado, el retinol y sus derivados son un tipo de vitamina conocida por estar involucrada con el mantenimiento,
por ejemplo, defunciones vitales que incluyen la percepcion visual y las funciones reproductoras de los tejidos
epiteliales normales tales como piel y membranas mucosas. Se conocen como productos farmacéuticos para uso
externo para enfermedades cutaneas por disqueratosis tales como ictiosis vulgar. Ademas, se sabe que algunos
derivados del retinol suprimen el envejecimiento de la piel mediante el mantenimiento de las actividades de los
tejidos epiteliales y la identificacion sistematica de la transmisién de sefiales de luz ultravioleta, y se usan
ampliamente como cosméticos para la prevencion del envejecimiento cutaneo.

Sin embargo, el retinol informado de forma convencional es téxico para las células, y los efectos de
antienvejecimiento cutaneo mostrados por algunos derivados del retinol no se pueden mantener durante un periodo
de tiempo prolongado. Por lo tanto, la prevencién o la mejora de multiples fases de las arrugas no se pueden
realizar. Por lo tanto, se ha deseado el desarrollo de derivados de retinol mas eficaces y el desarrollo de principios
activos en lugar de retinol o sus derivados.

D. Swatschek et al. (2002, European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics) divulgan una preparacion de
microparticulas de colageno usando colageno de esponja marina y la posterior adsorcion de retinol todo-trans.

0. Sorg et al. (2006, Dermatologic Therapy) divulgan estudios terapéuticos y cosmecéuticos en retinoides, y que el
mecanismo de accién implica la unién a receptores nucleares.

El documento JP 2009-67727 divulga un polipéptido de colageno al que se une un péptido bioactivo que tiene un
efecto supresor de las arrugadas a través de un acido dicarboxilico.
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Sumario de la invenciéon

Por consiguiente, un objeto de la presente invencidon es proporcionar un compuesto que mantenga, durante un
periodo de tiempo prolongado, una caracteristica de seguridad mayor, un mayor efecto de prevenciéon de la
formacion de arrugas, un mayor efecto de mejora de las arrugas, un mayor efecto de hacer que la piel sea bonita y
un mayor efecto de mejora de la calidad de la piel que el retinol y los derivados de retinol convencionales, y
proporciona una prevencion o mejora de multiples fases de las arrugas; un método para producir el mismo, y una
composicion externa para la piel y un cosmético en forma de lamina cada uno conteniendo al mismo como un
principio activo.

Los inventores de la presente invencién han hecho estudios intensos para resolver los problemas como se ha
descrito anteriormente y encontraron que una sustancia, que se obtiene mediante la union de retinol a un polipéptido
(agregado fibroso) preparado por condensacion de unidades peptidicas cada una con una secuencia de
aminoacidos en particular, tiene toxicidad celular baja, no genera citoquinas inflamatorias, aumenta la produccién de
acido hialurénico en la epidermis, estimula la sintesis de colageno en la dermis, y por lo tanto es capaz de ejercer
tales efectos excelentes. El hallazgo ha conducido a la finalizacién de la presente invencion.

En otras palabras, la presente invencién proporciona:

[1] Un colageno modificado con retinol que comprende una unidad peptidica representada por la férmula (2):

[Férmula Quimica 1]

0
0 0 T N
L
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(2) .

y que opcionalmente también comprende al menos un tipo de una unidad peptidica representada por la formula

@):

[Férmula Quimica 2]

2

il o ]

(3)

y una unidad peptidica representada por la férmula (4):
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[Farmula Quimica 3]

OH
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O3

(4).

[2] El colageno modificado con retinol de acuerdo con [1] que comprende al menos un tipo de una unidad
peptidica representada por la férmula (3) o la férmula (4), donde una proporcién del contenido entre la unidad
peptidica representada por la formula (2), y la unidad peptidica representada por la formula (3) y la unidad
peptidica representada por la formula (4) esta, en términos de proporcién molar, en el intervalo de
(2):((3)+(4))=1:99a100:0.

[3] El colageno modificado con retinol de acuerdo con uno cualquiera de [1] o [2], donde el pico de distribucion de
peso molecular entra dentro del intervalo de peso molecular de 500 a 1.000.000.

[4] El colageno modificado con retinol de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [3], que es:

un agente para prevenir la formacién de arrugas; y/o un acelerador de la produccion de acido hialurénico; y/o
un agente de activacion para la acido hialurénico sintasa; y/o un acelerador de la produccién de colageno.

[5] Un método para producir el colageno modificado con retinol de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [3], que
comprende:

(1) preparar colageno conjugado con acido dicarboxilico mediante unién de acido succinico o su anhidrido al
menos a un grupo hidroxilo del colageno; y a continuacion
(2) unir el retinol a un grupo carboxilo del acido succinico del colageno conjugado con acido dicarboxilico.

[6] El colageno modificado con retinol de acuerdo con [1] o el método para su produccidon de acuerdo con [5],
donde el colageno es uno o mas tipos seleccionados del grupo que consiste en colageno natural y colageno que
contiene una unidad peptidica representada por la férmula (1):

-(A1-A2-Gli)- 1)

(donde Gli representa glicina, y A1y A2 representan glicina, prolina (Pro) o hidroxiprolina (Hip), con la condicion
de que al menos uno de A1 y A2 sea Hip), gelatina, y un hidrolizado de colageno natural y un hidrolizado de
colageno que contiene una unidad peptidica representada por la férmula (1).

[7] El método de produccién de acuerdo con uno cualquiera de [5] o [6], donde una amina terciaria se usa como
un disolvente en la etapa (2).

[8] EI método de produccion de acuerdo con [7], donde la amina terciaria es una trialquilamina.

[9] El método de produccion de acuerdo con [8], donde la trialquilamina es diisopropiletilamina.

[10] Una composicién externa para la piel que comprende, como un principio activo, el colageno modificado con
retinol de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [4].

[11] Una composicién externa para la piel que comprende el colageno modificado con retinol de acuerdo con uno
cualquiera de [1] a [4] en una cantidad de un 0,00001 a un 30 % en peso basandose en la cantidad de la
composicion total.

[12] La composicidon externa para la piel de acuerdo con [10] o [11], que se usa para prevenir la formacién de
arrugas.

[13] Un cosmético en forma de lamina que comprende el colageno modificado con retinol de acuerdo con uno
cualquiera de [1] a [4].

El nuevo colageno modificado con retinol de la presente invencion es excelente en una caracteristica de seguridad,
en compatibilidad con la piel y actia en la piel de una manera sostenida para ejercer de forma continua un efecto
excelente y de multiples fases de prevencion de la formacién de arrugas, a un efecto excelente y de multiples fases
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de mejora de las arrugas, un efecto excelente y de multiples fases de hace que la piel sea bonita y un efecto
excelente y de multiples fases de mejora de la calidad de la piel. Tal colageno modificado con retinol se puede usar
de forma adecuada, en un solo compuesto, como un agente para prevenir la formacion de arrugas, agente para
mejorar las arrugas, un agente para hacer de la piel sea bonita, un agente para mejorar la calidad de la piel, un
agente para estimular la produccién de acido hialurénico, un agente para activar la acido hialurénico sintasa y un
agente para estimular la produccién de colageno. Ademas, el colageno modificado con retinol es adecuado para uso
como un principio activo de composiciones extremas para piel, por ejemplo, composiciones externas para la piel
para prevenir la formacion de arrugas, mejorar las arrugas, hace que la piel sea bonita, y mejorar la calidad de la
piel, cosméticos en forma de lamina y similares.

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1A es una figura que muestra un efecto producido por el colageno modificado con retinol de la presente
invencion y un efecto producido por derivados de retinol convencionales en la expresion de genes de la acido
hialurénico sintasa (HAS2) (Ejemplo Experimental 1).

La Fig. 1B es una figura que muestra un efecto producido por el colageno modificado con retinol de la presente
invencion y un efecto producido por derivados de retinol convencionales en la expresidon de genes de la acido
hialurénico sintasa (HAS3) (Ejemplo Experimental 1).

La Fig. 2 es una figura que muestra un efecto producido por el colageno modificado con retinol de la presente
invencion y un efecto producido por una mezcla de derivados de retinol/colageno en la expresion de los genes de
la acido hialurénico sintasa (HAS2 y HAS3) (Ejemplo Experimental 2).

La Fig. 3 es una figura que muestra un efecto producido por el colageno modificado con retinol de la presente
invencion y un efecto producido por una mezcla de retinol/colageno en la capacidad de supervivencia de
queratinocitos epidérmicos humanos (Ejemplo Experimental 3).

La Fig. 4 es una figura que muestra un efecto producido por el colageno modificado con retinol de la presente
invencion y un efecto producido por derivados de colageno en la cantidad de produccion de IL-8 en un cultivo de
monocapa de queratinocitos epidérmicos humanos (Ejemplo Experimental 4).

La Fig. 5 es una figura que muestra un efecto producido por el colageno modificado con retinol de la presente
invencion y un efecto producido por retinol en la cantidad de produccién de IL-8 en epidermis cultivada
tridimensional humana (Ejemplo Experimental 5).

La Fig. 6 es una figura que muestra un efecto producido por el colageno modificado con retinol de la presente
invencion y un efecto producido por retinol en la cantidad de produccién de acido hialurénico en epidermis
cultivada tridimensional humana (Ejemplo Experimental 6).

La Fig. 7 es una figura que muestra un efecto producido por el colageno modificado con retinol de la presente
invencion y un efecto producido por retinol en la cantidad de sintesis de colagena de tipo 1 en epidermis
cultivada tridimensional humana con dermis (Ejemplo Experimental 7).

Descripcion detallada de la invencién

En un primer aspecto, la presente invencidon proporciona el nuevo colageno modificado con retinol como se
establece en la reivindicacion 1.

El colageno modificado con retinol de la presente invencion es colageno en el que el retinol se esterifica a través de
un acido dicarboxilico con al menos un grupo hidroxilo de un resto de aminoacido que constituye el colageno.

Algunos ejemplos de colageno que constituye el colageno modificado con retinol de la presente invencion incluyen
colageno natural, colageno que contiene una unidad peptidica representada por la formula (1) :

-(A1-A2-Gli)- 1)

(donde Gli representa glicina, y A1 y A2 representan glicina, prolina (Pro) o hidroxiprolina (Hip), con la condicién de
que al menos uno de A1y A2 sea Hip), gelatina, y un hidrolizado de colageno natural y un hidrolizado de colageno
que contiene una unidad peptidica representada por la formula (1).

De estos tipos, el colageno que contiene una unidad peptidica representada por la férmula (1) (en lo sucesivo en el
presente documento, denominado "colageno sintético") se puede preparar por disolucion de uno o mas tipos de
unidades peptidicas seleccionadas entre Gli-Hip-Gli-, Pro-Hip-Gli-, Hip-Gli-Gli- e Hip-Pro-Gli- en una solucién tampoén
adecuada, afiadiendo un adyuvante de condensacion tal como 1-hidroxi-benzotriazol (HOBt) a la solucion resultante,
afadiendo adicionalmente un agente de condensaciéon de deshidratacion tal como clorhidrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida con refrigeracion a la resolucion resultante, y dializando la solucién de reaccion
obtenida por agitacion de la solucion resultante con respecto a agua o a una solucién tampén adecuada.

La reaccién de condensacion del colageno sintético que se puede usar en la presente invencion se puede realizar en
un disolvente que sea capaz de disolver o suspender (disolver toda o una parte de) la unidad peptidica como se ha
descrito anteriormente, y normalmente se puede usar una solucion tampon. Algunos ejemplos de la solucién tampén
que se puede usar incluyen una solucion de tampén fosfato, una solucién de tampon carbonato y similares. Ademas,
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también se puede usar un disolvente no acuoso que no contenga agua.

Algunos ejemplos del adyuvante de condensacion que se puede usar en la reaccién de condensacion del colageno
sintético incluyen, ademas de N-hidroxitriazoles tales como 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) como se ha descrito
anteriormente, imidas de acido carboxilico polivalente de N-hidroxi [por ejemplo, imidas de &acido N-
hidroxidicarboxilico tales como N-hidroxisuccinimida (HONSu) e imida de acido N-hidroxi-5-norborneno-2,3-
dicarboxilico (HONB)], triazinas tales como 3-hidroxi-4-oxo-3,4-dihidro-1,2,3-benzotriazina (HOObt), un éster de etilo
del acido 2-hidroxiimino-2-cianoacético, y similares. Estos adyuvantes de condensacion se pueden usar
independientemente o en combinacion de dos o mas tipos de los mismos. Algunos adyuvantes de condensacion
preferentes son los N-hidroxibenzotriazoles tales como 1-hidroxibenzotriazol (HOBL).

La cantidad del adyuvante de condensacion a usar es, por ejemplo, de aproximadamente 0,05 a 5 moles,
preferentemente de aproximadamente 0,1 a 2 moles, y mas preferentemente de aproximadamente 0,15 a 1 mol
basandose en 1 mol de la unidad peptidica independientemente del tipo de un disolvente acuoso o no acuoso.

Algunos ejemplos del agente de condensacion de deshidratacion que se puede usar en la reacciéon de condensacion
del colageno sintético incluyen, ademas del clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (WSCI-HCI)
como se ha descrito anteriormente, agentes de condensacién basados en carbodiimida [tales como
diisopropilcarbodiimida (DIPC), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC=WSCI), y diciclohexilcarbodiimida
(DCC)], agentes de condensacion basados en fluorofosfato [tales como hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-
il)-1,1,3,3-tetrametiluronio, hexafluorofosfato de O-benzotriazol-1-il-N,N,N’,N’-tetrametiluronio, hexafluorofosfato de
benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidinofosfonio, y hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-tris(dimetilamino)fosfonio (BOP)],
azida de difenilfosforilo (DPPA), y similares. Estos agentes de condensacion de deshidratacion se pueden usar
independientemente o en combinacion con dos o mas tipos de los mismos. Algunos agentes de condensacion de
deshidratacion preferentes son agentes de condensacion basados en carbodiimida tales como clorhidrato de 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida.

Dado que el agente de condensacion de deshidratacion se desactiva con el agua, la cantidad del agente de
condensacion de deshidratacion a usar, cuando se usa un disolvente acuoso que contiene agua, por lo general es
de aproximadamente 2 a 500 moles (por ejemplo, de aproximadamente 2 a 50 moles), preferentemente de
aproximadamente 5 a 250 moles (por ejemplo, de aproximadamente 5 a 25 moles), y mas preferentemente de
aproximadamente 10 a 125 moles (por ejemplo, de aproximadamente 10 a 20 moles) basandose en 1 mol de la
unidad peptidica. Por otro lado, cuando se usa un disolvente no acuoso que no contiene agua, la cantidad del
agente de condensacion de deshidratacion a usar es de aproximadamente 0,7 a 5 moles, preferentemente de
aproximadamente 0,8 a 2,5 moles, y mas preferentemente de aproximadamente 0,9 a 2,3 moles (por ejemplo, de
aproximadamente 1 a 2 moles).

En la reaccion de condensacion para producir el colageno sintético, el pH del sistema de reaccién se puede ajustar,
o se puede afiadir una base que no esté implicada en la reaccion. El ajuste del pH normalmente se puede realizar
usando una base inorganica [tal como hidréxido sédico, hidréxido potasico, carbonato sédico, o hidrogenocarbonato
sédico], una base organica, un acido inorganico [tal como acido clorhidrico], o un acido organico, y la solucion de
reaccion normalmente se ajusta hasta una condicion casi neutra (pH de aproximadamente 6 a 8). Algunos ejemplos
de la base que no esta implicada en la reaccién incluyen amina terciarias, por ejemplo, trialquilaminas tales como
trimetilamina, trietilamina, y diisopropiletilamina; aminas terciarias heterociclicas tales como N-metilmorfolina y
piridina; y similares. La cantidad de la base a usar normalmente es de aproximadamente 1 a 2 veces tanto como los
moles totales de la unidad peptidica.

El acido dicarboxilico que constituye el colageno modificado con retinol de la presente invencion no esta limitado en
particular siempre y cuando incluya acido succinico o un anhidrido del mismo. Los ejemplos incluyen acido oxalico,
acido maldnico, acido succinico, acido glutarico, acido adipico, acido pimélico, acido subérico, acido azelaico, acido
sebacico, acido ftalico, acido isoftalico, acido tereftalico, acido fumarico y acido maleico, y que anhidridos de los
mismos. Son preferentes acido maldnico, acido succinico y acido glutarico, y anhidridos de los mismos, y son mas
preferentes el acido succinico y un anhidrido del mismo.

El colageno modificado con retinol de la presente invencion incluye no solamente colageno en el que los acidos
dicarboxilicos como se ha descrito anteriormente se unen a un grupo hidroxilo del colageno, sino también colageno
en el que dos o mas tipos de los acidos dicarboxilicos se unen a cada uno de los diferentes grupos hidroxilo del
colageno, respectivamente.

En el colageno modificado con retinol de la presente invencién, uno de los dos grupos carboxilo del acido succinico
se esterifica con un grupo hidroxilo del colageno.

Ademas, el colageno modificado con retinol de la presente invencion incluye colageno en el que el acido succinico
esta unido a uno de los grupos hidroxilo del colageno en el que un acido dicarboxilico esta unido a todos los grupos
hidroxilo.
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El retinol que constituye el colageno modificado con retinol de la presente invencidon es, como se ha descrito
anteriormente, retinol en el que retinol se esterifica a través de un grupo hidroxilo con otro grupo carboxilo de un
acido succinico que se esterifica con colageno.

5 El colageno modificado con retinol de la presente invencion incluye colageno en el que el retinol esta unido a un
acido dicarboxilico del acido succinico unido al colageno en el que el retinol esta unido a todos los acidos
dicarboxilicos.

El colageno modificado con retinol de la presente invencion incluye colageno modificado con retinol que comprende
10  una unidad peptidica representada por la férmula (2):

[Farmula Quimica 4]

----- N ¢ —N 6N —G Hy— -
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en una realizacion preferente, el colageno modificado con retinol de la presente invencion incluye colageno
modificado con retinol que comprende la unidad peptidica representada por la formula (2) y al menos un tipo de una
15  unidad peptidica representada por la férmula (3):

[Formula Quimica o]
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y una unidad peptidica representada por la férmula (4):
20
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[Fdrmula Quimica 6]

(4).

Una proporcion del contenido entre la unidad peptidica representada por la formula (2), y al menos un tipo o de una
unidad peptidica de la unidad peptidica representada por la formula (3) y la unidad peptidica representada por la
férmula (4), cada una constituyendo el colageno modificado con retinol de la presente invencion, es decir, (2) : (3),
(2): (4) 0 (2): ((3) + (4)) esta, en términos de proporcién molar, en el intervalo de aproximadamente 0,1:99,9 a
aproximadamente 100 : 0, de aproximadamente 0,3:99,7 a aproximadamente 100:0, de aproximadamente
0,5:99,5 a aproximadamente 100:0, de aproximadamente 1,0:99,0 a aproximadamente 100:0, de
aproximadamente 3,0:97,0 a aproximadamente 100:0, de aproximadamente 0,1:99,9 a aproximadamente
99,9:0,1, de aproximadamente 0,3:99,7 a aproximadamente 99,9:0,1, de aproximadamente 0,5:99,5 a
aproximadamente 99,9 : 0,1, de aproximadamente 1,0 : 99,0 a aproximadamente 99,9 : 0,1, de aproximadamente
3,0:97,0 a aproximadamente 99,9:0,1, de aproximadamente 0,1:99,9 a aproximadamente 99,7:0,3, de
aproximadamente 0,3: 99,7 a aproximadamente 99,7 : 0,3, de aproximadamente 0,5:99,5 a aproximadamente
99,7:0,3, de aproximadamente 1,0:99,0 a aproximadamente 99,7 :0,3, de aproximadamente 3,0:97,0 a
aproximadamente 99,7 : 0,3, de aproximadamente 0,1: 99,9 a aproximadamente 99,5 : 0,5, de aproximadamente
0,3:99,7 a aproximadamente 99,5:0,5 de aproximadamente 0,5:99,5 a aproximadamente 99,5:0,5 de
aproximadamente 1,0:99,0 a aproximadamente 99,5:0,5, de aproximadamente 3,0: 97,0 a aproximadamente
99,5:0,5, de aproximadamente 0,1:99,9 a aproximadamente 99,0:1,0, de aproximadamente 0,3:99,7 a
aproximadamente 99,0 : 1,0, de aproximadamente 0,5: 99,5 a aproximadamente 99,0 : 1,0, de aproximadamente
1,0:99,0 a aproximadamente 99,0: 1,0, de aproximadamente 3,0:97,0 a aproximadamente 99,0:1,0, de
aproximadamente 0,1:99,9 a aproximadamente 97,0 : 3,0, de aproximadamente 0,3:99,7 a aproximadamente
97,0:3,0, de aproximadamente 0,5:99,5 a aproximadamente 97,0:3,0, de aproximadamente 1,0:99,0 a
aproximadamente 97,0 : 3,0 y de aproximadamente 3,0 : 97,0 a aproximadamente 97,0 : 3,0; preferentemente de
aproximadamente 0,1:99,9 a aproximadamente 100:0, de aproximadamente 0,3:99,7 a aproximadamente
100:0, de aproximadamente 0,5:99,5 a aproximadamente 100:0, de aproximadamente 1,0:99,0 a
aproximadamente 100 : 0 y de aproximadamente 3,0 : 97,0 a aproximadamente 100 : 0; mas preferentemente de
aproximadamente 0,5 : 99,5 a aproximadamente 100 : 0, de aproximadamente 1,0 : 99,0 a aproximadamente 100 : 0
y de aproximadamente 3,0:97,0 a aproximadamente 100 :0; y lo mas preferentemente de aproximadamente
1,0 : 99,0 a aproximadamente 100 : 0.

Cuando la proporcion del contenido de unidad peptidica (2) con respecto a la unidad peptidica (3), (4) o a las
unidades peptidicas (3) + (4), en términos de proporcion molar, es inferior a aproximadamente 0,1: 99,9, no se
producira un efecto excelente de prevencion de la formaciéon de arrugas, un efecto excelente de mejora de las
arrugas, un efecto excelente de hacer que la piel sea bonita y un efecto excelente de mejorar la calidad de la piel, y
por lo tanto no es preferente.

El colageno modificado con retinol de la presente invencioén tiene un pico de peso molecular en el intervalo de, como
un peso molecular, de aproximadamente 500 a aproximadamente 3.000.000, de aproximadamente 1.000 a
aproximadamente 3.000.000, de aproximadamente 3.000 a aproximadamente 3.000.000, de aproximadamente
5,000 a aproximadamente 3.000.000, de aproximadamente 10.000 a aproximadamente 3.000.000, de
aproximadamente 30.000 a aproximadamente 3.000.000, de aproximadamente 500 a aproximadamente 2.000.000,
de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 2.000.000, de aproximadamente 3.000 a aproximadamente
2.000.000, de aproximadamente 5,000 a aproximadamente 2.000.000, de aproximadamente 10.000 a
aproximadamente 2.000.000, de aproximadamente 30.000 a aproximadamente 2.000.000, de aproximadamente 500
a aproximadamente 1.000.000, de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 1.000.000, de aproximadamente
3.000 a aproximadamente 1.000.000, de aproximadamente 5,000 a aproximadamente 1.000.000, de
aproximadamente 10.000 a aproximadamente 1.000.000, de aproximadamente 30.000 a aproximadamente
1.000.000, de aproximadamente 500 a aproximadamente 700.000, de aproximadamente 1.000 a aproximadamente
700.000, de aproximadamente 3.000 a aproximadamente 700.000, de aproximadamente 5,000 a aproximadamente
700.000, de aproximadamente 10.000 a aproximadamente 700.000, de aproximadamente 30.000 a
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aproximadamente 700.000, de aproximadamente 500 a aproximadamente 500.000, de aproximadamente 1.000 a
aproximadamente 500.000, de aproximadamente 3.000 a aproximadamente 500.000, de aproximadamente 5,000 a
aproximadamente 500.000, de aproximadamente 10.000 a aproximadamente 500.000, de aproximadamente 30.000
a aproximadamente 500.000, de aproximadamente 500 a aproximadamente 100.000, de aproximadamente 1.000 a
aproximadamente 100.000, de aproximadamente 3.000 a aproximadamente 100.000, de aproximadamente 5,000 a
aproximadamente 100.000, de aproximadamente 10.000 a aproximadamente 100.000 y de aproximadamente 30.000
a aproximadamente 100.000; preferentemente tiene un pico de peso molecular en el intervalo de aproximadamente
500 a aproximadamente 3.000.000, de aproximadamente 500 a aproximadamente 2.000.000, de aproximadamente
500 a aproximadamente 1.000.000, de aproximadamente 500 a aproximadamente 700.000, de aproximadamente
500 a aproximadamente 500.000 y de aproximadamente 500 a aproximadamente 100.000; y lo mas preferentemente
tiene un pico de peso molecular en el intervalo de aproximadamente 500 a aproximadamente 1.000.000.

El peso molecular del colageno modificado con retinol de la presente invencion se puede medir, por ejemplo,
mediante cromatografia de permeacion en gel.

El colageno modificado con retinol de la presente invencion tiene preferentemente una absorcion en el espectro de
infrarrojos de aproximadamente 1700 a 1800 cm™ obtenida a partir del enlace de éster de acido dicarboxilico, una
absorcién de UV de aproximadamente 300 a 350 nm obtenida a partir del retinol, un pico cerca de aproximadamente
1 a2 ppm en RMN 'H obtenido a partir de la estructura ciclica del retinol, y un pico cerca de aproximadamente 5,5 a
7 ppm obtenido a partir de la estructura de polieno del retinol. Cuando el pico de absorciéon en el espectro de
infrarrojos o el pico de absorcion de UV en los intervalos es pequefio, la cantidad de un acido dicarboxilico unido a la
cadena principal de colageno, o la cantidad de retinol unido al acido dicarboxilico es pequefio. La absorcion en el
espectro de infrarrojos se puede medir por FT-IR (método de KBr).

La cantidad del acido dicarboxilico a unir en el colageno modificado con retinol de la presente invencion se puede
medir, por ejemplo, mediante la proporcion de fuerza del pico entre un éster y una amida en la absorcién en el
espectro de infrarrojos. Se puede medir con mas detalle mediante la cuantificacion de la cantidad (nimero de moles)
de acido dicarboxilico sin reaccionar con HPLC después de una reaccion de adicion del acido dicarboxilico. Es decir,
la cantidad obtenida mediante la resta de la cantidad de acido dicarboxilico sin reaccionar de toda la cantidad del
acido dicarboxilico usada en la sintesis es la cantidad del acido dicarboxilico a unir.

La cantidad de retinol la unién en el colageno modificado con retinol de la presente invencion se puede medir, por
ejemplo, cuantificando la cantidad (nimero de moles) de retinol sin reaccionar con HPLC después de la reaccién de
adicion del retinol. Es decir, la cantidad obtenida mediante la resta de la cantidad de retinol sin reaccionar de la
cantidad total del retinol usada en la sintesis es la cantidad del retinol a unir.

El colageno modificado con retinol de la presente invencion tiene una compatibilidad elevada con la piel, y se
adsorbe a firmemente y permea la piel cuando se aplica a la piel, mejora de forma sostenible la expresion de los
genes enzimaticos de la ruta de sintesis del acido hialurénico y aumenta la produccion de acido hialurénico, y al
provocar la sintesis de colageno, se ejerce de forma sostenible y acumulativa un efecto excelente y de multiples
fases de prevenir la formacion de arrugas, un efecto excelente y de multiples fases de mejorar las arrugas, un efecto
excelente y de multiples fases de hacer que la piel sea bonita y un efecto excelente y de multiples fases de mejorar
la calidad de la piel.

Por consiguiente, el colageno modificado con retinol de la presente invencion puede ser util como un agente para
prevenir la formacién de arrugas, un agente para mejorar las arrugas, un agente para hacer que la piel sea bonita,
un agente para mejorar la calidad de la piel, una gente para estimular produccion de acido hialurénico, una gente
para activar la acido hialurénico sintasa y un agente para estimular la produccion de colageno.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un método para producir el colageno modificado con
retinol como se ha descrito anteriormente.

El método para producir el colageno modificado con retinol de la presente invencion comprende:

(1) preparar colageno conjugado con acido dicarboxilico mediante unién de acido succinico o su anhidrido a un
grupo hidroxilo del colageno; y a continuacion

(2) esterificar el grupo(s) hidroxilo del retinol con un grupo carboxilo del acido succinico del colageno conjugado
con acido dicarboxilico.

El método para producir el colageno modificado con retinol de la presente invencion usa el colageno, el acido
succinico o su anhidrido, y el retinol como se describe en el colageno modificado con retinol.

La unién del acido dicarboxilico por su anhidrido al colageno se puede realizar mediante un método conocido
publicamente por si mismo usando el disolvente, el agente de condensacion de deshidratacion y el adyuvante de
condensacion como se describe en el colageno sintético.
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Una reaccioén de adicidon a colageno conjugado con acido dicarboxilico normalmente se realiza bajo la condicion de
afiadir una cantidad de 1 o 2 equivalentes de DIPEA basandose en un mol de la unidad peptidica con respecto a
DMF (dimetilformamida) o similares. A continuacién, se realizd una reaccion para unir el retinol al colageno
conjugado con acido dicarboxilico en la condicion que se ha descrito anteriormente; sin embargo, se encontré que la
adicion de retinol a esto apenas se producia. De forma sorprendente, cuando se usaba una amina terciaria como un
disolvente en la etapa de uniodn del retinol a un grupo acido dicarboxilico, se encontré que la cantidad de retinol para
su adicion aumentaba. Algunos ejemplos de la amina terciaria incluyen preferentemente trialquilaminas, y mas
preferentemente diisopropiletilamina.

El colageno modificado con retinol de la presente invencién tiene una compatibilidad excelente con la piel en
comparacion con el retinol o sus derivados convencionales, y puede actuar en la piel de una manera sostenida para
ejercer de forma continua un efecto excelente y de multiples fases de prevenir la formacion de arrugas, un efecto
excelente y de multiples fases de mejorar las arrugas, un efecto excelente y de multiples fases de hacer que la piel
sea bonita y en efecto excelente y de mdltiples fases de mejorar la calidad de la piel.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona, en un aspecto adicional, una composicion externa para la piel y
un cosmético en forma de lamina cada uno conteniendo el colageno modificado con retinol como un principio activo.

La cantidad del colageno modificado con retlnol a incorporar en la composicién externa para la piel de la presente
invencion es de aprommadamente 1x10° aun 50 % en peso, de aprommadamente 1x10° aun 50 % en peso, de
aproximadamente 5 x 10 a un 50% en peso, de aproximadamente 1 x 10* a un 50% en peso, de
aproxmadamente 5x10° aun 50 % en peso, de aproxmadamente 0,001 a un 50 % en peso, de aprOX|madamente
1x10° a un 40 % en peso, de aproxmadamente 1x10®° a un 40 % en peso, de aproxmadamente 5x10* a un
40 % en peso, de aproximadamente 1 x 10* a un 40 % en peso, de aproxmadamente 5x10° a un 40 % en peso,
de aprOX|madamente 0,001 to 40 % en peso, de aproxmadamente 1x10°aun30% en peso, de aprOX|madamente
1x10° a un 30 % en peso, de aprOX|madamente 5x10* a un 30 % en peso, de aproximadamente 1 x 10* a un
30 % en peso, de aproxmadamente 5x10° a un 30 % en peso, de aproxmadamente 0,001 a 30 % en peso, de
aproximadamente 1 x 10 a un 20% en peso, de aproximadamente 1 x 10 a un 20% en peso, de
aproximadamente 5 x 10 a un 20% en peso, de aproximadamente 1 x 10* a un 20% en peso, de
aproxmadamente 5x10°aun 20 % en peso, de aproxmadamente 0,001 a un 20 % en peso, de aprOX|madamente
1x10° a un 10 % en peso, de aproxmadamente 1x10° a un 10 % en peso, de aproxmadamente 5x10* a un
10 % en peso, de aproximadamente 1 x 10* aun 10 % en peso, de aproximadamente 5 x 10° aun 10 % en peso o
de aproximadamente un 0,001 a un 10 % en peso, y preferentemente de aproximadamente un 1 x 10° aun 30 % en
peso, basandose en la cantidad total de las composiciones |mpregnadas en la composicién externa para la piel.
Cuando la candidata a incorporar es inferior a aproximadamente un 1 x 10° % en peso, los efectos pretendidos de la
presente invencion pueden no producirse la manera suficiente, y por otro lado, cuando se afiade una cantidad de
mas de un 50 % en peso, no se pueden obtener mejoras en los efectos que corresponden al incremento.

La composicidon externa para la piel de la presente invencion se puede formular en agentes farmacéuticos tales
como pomadas y cremas, cosméticos basicos tales como limpiadores, emulsiones, cremas, lociones, geles y
cosmeéticos liquidos faciales, y cosméticos de maquillaje tales como bases y pintalabios. El cosmético en forma de
lamina de la presente invencion puede estar formado por el colageno modificado con retinol solo, o puede estar
formado por otros ingredientes arbitrarios que se pueden incorporar de forma apropiada ademas del colageno
modificado con retinol. Se puede formular en mascarillas, mascaras faciales y similares.

La formulacion de la composicién externa para la piel o el cosmético con forma de lamina, cada uno conteniendo el
colageno modificado con retinol como un principio activo, se puede realizar mediante la incorporacién de un
disolvente, un tensioactivo, un agente oleoso, un material de perfume, un pigmento, un agente antioxidacion, un
conservante, un colorante y similares que se conocen bien en la técnica de acuerdo con un método bien conocido
por si mismo.

Ejemplos

La presente invencion se describira ahora con mas detalle a modo de ejemplos; sin embargo, los ejemplos se
proporcionan con el fin de ilustracion, y no pretenden limitar la invencion a los ejemplos. Se deberia indicar que "%"
representa "% en peso" a menos que se indique de otro modo.

Ejemplo de Preparacion

Sintesis de colageno modificado con retinol

(1) Reaccion de sintesis de poli (Pro-Hip-Gli)

Después de disolver el tripéptido Pro-Hip-Gli (PHG) (PEPTIDE INSTITUTE INC.) en una solucién de tampdn fosfato

10 mM (pH de 7,4) y agitar la solucion, se afiadié 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) a la solucién, y la solucion resultante
se agitd y se enfri6 a 5°C o inferior. A continuacién, se afiadié clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
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carbodiimida a la solucion resultante y se dejo en reposo (reaccion) durante 90 minutos seguido de calentamiento
hasta 20 °C. La reacciéon se termind a continuacién mediante la adicion de una solucién salina tamponada con
fosfato 10 mM (PBS; pH 7,4, que contiene NaCl 0,15 M) a la solucion resultante. Después de dializar la solucién de
reaccion, el reactivo se liofilizd para obtener colageno sintético similar a una esponja.

(2) Evaluacion de la sustancia de la sintesis de poli (Pro-Hip-Gli)

El peso molecular del colageno sintetizado (poli-PHG) preparado de este modo se midié mediante cromatografia de
permeacion en gel (GE Healthcare Japan Corporation, sistema purificador AKTA, columna: Superdex 200HRGL,
caudal: 0,5 ml/minuto, eluyente: solucién salina tamponada, fosfato 10 mM (PBS; pH 7,4, que contiene NaCl 0,15
M)). Como resultado, se confirmé que el peso molecular del colageno sintéticos se distribuia en el intervalo de 2.000
a 100.000 y la parte superior del pico era cercana a 20.000. El peso molecular se calculé usando polietilenglicol
(Fluka) como un material de referencia.

Ademas, se midio el espectro del dicroismo circular del colageno sintético obtenido de este modo, y se observo un
efecto Cotton positivo a 225 nm y con efecto Cotton negativo a 197 nm. También se confirmé que se habia formado
una estructura de triple hélice.

(3) Reaccion de adicion de acido succinico a colageno sintético (poli-PHG)

El colageno sintético seco se cortd en piezas pequefas, y las piezas se lavaron con dimetilformamida (DMF). Se
afnadié DMF vy la solucién resultante se enfrié a 5 °C o inferior a la vez que se agitaba la solucion. Después de afiadir
anhidrido succinico (reactivo de calidad especial, Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) purificado por recristalizacion
en iso-propanol y diisopropiletilamina (DIPEA), se permiti6 que la solucién reaccionara durante 2 horas. A
continuacion, la temperatura de la solucion resultante se mantuvo a 20 °C y se permitié que la solucion resultante
reaccionara durante otra noche. La reaccion terminé por dilucién de la solucion con agua hasta 4 veces su volumen
original. Después de dializar la solucion de reaccion, el reactante se liofilizd para obtener colageno sintético similar a
una esponja con adicion de acido succinico a este.

(4) Evaluacion del colageno sintético conjugado con acido succinico

Un espectro de absorcion de infrarrojos del colageno sintético conjugado con acido succinico preparado de este
modo se midié por FT-IR (método KBr). Como resultado, una absolucion obtenida a partir de un enlace éster
aparecio cerca de 1730 cm™, y se confirmé que el colageno sintético conjugado con acido succinico obtenido de
este modo tenia una estructura en la que el acido succinico se esterificaba con grupo(s) hidroxilo del colageno
sintético.

(5) Reaccion de adicion de retinol a colageno sintético conjugado con acido succinico

Se afiadié dimetilformamida al colageno sintético conjugado con acido succinico hasta suspension. A continuacion,
se afiadieron N-hidroxisuccinimida (HOSu) y clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida a la solucién
resultante y la solucién se agitd, y se permiti6 que reaccionara a 20 °C durante una noche. Después de lavar el
reactante con metanol y tetrahidrofurano, se afiadié diisopropiletilamina (DIPEA) como es disolvente de reaccion. A
continuacion, se afiadié retinol a la solucion resultante y se permitié que reaccionara a la vez que se agitaba la
solucion a 20 °C durante una noche. Después de lavar con isopropanol y benceno, el reactante se liofilizd para
obtener colageno modificado con retinol de interés.

(6) Evaluacion del colageno modificado con retinol

El reactante obtenido de este modo se disolvié en un disolvente deuterado, y el espectro de RMN "H del mismo se
midi6 (JEOL, espectrometro JNM-ECP 600). Como resultado, se confirmaron un pico obtenido a partir de la
estructura ciclica del retinol de 1 a 2 ppm, y un pico obtenido a partir de la estructura de polieno del retinol de 5,5a 7
ppm. Ademas, un pico de hidrogeno obtenido a partir del C15 del retinol se desplazé al lado del campo magnético
inferior en comparacion con el de un retinol libre. Por consiguiente, se confirmd que el reactante obtenido de este
modo tenia una estructura de adicion de retinol al colageno sintético conjugado con acido succinico a través de un
enlace éster.

Ademas, se observo la absorcion de UV del reactante obtenido de este modo a 325 nm obtenido a partir de retinol, y
se confirmd la adicion de retinol.

Ejemplo Experimental 1
Evaluacion del efecto afectado en la expresion de genes de la acido hialurdnico sintasa

Evaluacion de colageno maodificado con retinol usando el sistema de cultivo de monocapa de queratinocitos 1
(Comparaciones con retinol y derivados de retinol)
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Se sembraron queratinocitos epidérmicos humanos (Cell Application Inc.) en una placa de 24 pocillos que contenia
un medio de crecimiento de queratinocitos epidérmicos humanos (Cell Application Inc.) de modo que el nimero de
células contenidas en un pocillo era de 1,5 x 105, y se cultivaron en la condicion de CO; al 5 %-aire al 95 % y a 37 °C
durante aproximadamente dos dias hasta que las células alcanzaron la confluencia.

A continuacion, el medio se descarto, y se afiadié un medio preparado para tener una concentracion final de retinol
de 10° M 0 10 M, y que contenia el colageno modificado con retinol (REcol) en el ejemplo de preparacion, retinol
(Retinol), éster de retinol del acido palmitico (PalRE) o éster de retinol del acido acético (AceRE), o un medio solo
(control, V) y se cultivé en la condicion de CO; al 5 %-aire al 95 % y a 37 °C durante 6, 24 o 48 horas. Al mismo
tiempo, cada sustancia sometida a ensayo se disolvié en una pequefia cantidad de dimetilformamida y se afiadio al
medio, y la concentracion de la dimetilformamida en todos experimentos se ajusté a un 0,1 % en peso.

Después de cultivar durante un periodo de tiempo dado, los queratinocitos se recuperaron y el ARN se extrajo de los
mismos. A continuacion, la expresion genética de las acido hialurénico sintasas HAS2 y HAS3 se evalué mediante
PCR en tiempo real usando los siguientes pares de cebadores (Takara Bio Inc.):

HAS2:

Cebador Directo agtcatgtacacagccticagagca (SEQ. ID. No: 1)
Cebador Inverso cacctccaaccatgggatcttc (SEQ. ID. No: 2)

HAS3:

Cebador Directo tcggcgattcggtggacta (SEQ. ID. No: 3)
Cebador Inverso cctccaggactcgaagcatctc (SEQ. ID. No: 4).

Los resultados se muestran en la Fig. 1.

El grafico muestra las proporciones de las expresiones genéticas de cada sustancia sometida a ensayo cuando la
proporcién de expresion HAS2 o HAS3 con respecto a los genes de la peptidilprolilisomerasa A (PPIA) en el control
(V) después de 6 horas de cultivo se establece en 1.

Como resultado, se encontré que el colageno modificado con retinol prolongaba las expresiones elevadas los genes
tanto de HAS2 como de HAS3 durante 48 horas o mas después del cultivo. Ademas, se encontré que el nivel de
expresion genética dependia de la concentracion del colageno modificado con retinol. Por otro lado, se encontré que
el éster de retinol del acido acético y el éster de retinol del acido palmitico, ambos eran derivados del retinol
convencionales, eran capaces de inducir niveles menores de expresion genética en comparacion con el colageno
modificado con retinol.

Ejemplo Experimental 2
Evaluacion del efecto afectado en la expresion de genes de la acido hialurénico sintasa

Evaluacion del colageno modificado con retinol usando el sistema de cultivo de monocapa de queratinocitos 1
(Comparaciones con el sistema de retinol y mezcla de retinol)

Las expresiones de los genes HAS2 y HAS3 de la acido hialurénico sintasa genes se evaluaron de la misma manera
que en el Ejemplo Experimental 1 usando un medio preparado para tener una concentracion final de retinol de 10°
M, y que contiene el colageno modificado con retinol (REcol) en el ejemplo de preparacion, una mezcla (una
MEZCLA, no conjugada) de retinol y el colageno sintético conjugado con acido succinico en el ejemplo de
preparacion, y retinol (Retinol). Los resultados se muestran en la Fig. 2.

Como resultado, se encontrd que el colageno modificado con retinol inducia de forma notable expresiones mas
elevadas de los genes tanto HAS2 como HAS3 después de 48 horas de cultivo en comparacion con la mezcla de
retinol y el colageno sintético conjugado con acido succinico, y retinol.

Ejemplo Experimental 3

Evaluacion de la toxicidad celular del colageno modificado con retinol

Las tasas de supervivencia celular de los queratinocitos frente al colageno modificado con retinol se evaluaron, y se
compararon con las de los casos en los que se usaron retinol (Sigma Aldrich), una mezcla de retinol y colageno

sintético, y éster de retinol del acido acético (Sigma Aldrich) que es un derivado de retinol de finalidad general,
respectivamente.
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Se sembraron queratinocitos epidérmicos humanos (Cell Application Inc.) en una placa de 96 pocillos que contenia
un medio de crecimiento de queratinocitos epldermlcos humanos (Cell Applications Inc.) de modo que el numero de
células contenidas en un pocillo era de 2,32 x 10%, y se cultivaron en la condicién de CO2 al 5 %-aire al 95% y a
37 °C durante aproximadamente dos dias hasta que las células alcanzaron la confluencia.

Por otro lado, cada una de las sustancias sometidas a ensayo (retinol (Retinol), colageno modificado con retinol
(REcaol), éster de retinol del acido acético (AceRE), y mezcla de retinol y colageno sintético (Retinol + pPHG)) se
disolvid en una pequefia cantidad de dimetilsulféxido (DMSO), y el medio se diluyé6 con KBM de modo que la
concentracion de retinol llegd a ser de 5 a 200 uM (o se preparé de modo que la concentracion final de DMSO del
medio fuera de un 1 %, o se diluyé con KBM de modo que la concentracion final de DMSO del medio fuera de un
1 % en el area de control). A continuacion, este medio sustituy6 al medio que se us6 para cultivar los queratinocitos
epidérmicos humanos.

Las tasas de supervivencia de los queratinocitos epidérmicos humanos 24 horas después de intercambiar el medio
se evaluaron con un reactivo de crecimiento celular, WST-1 (Roche Diagnostics) (N = 5). Los resultados se muestran
en la Fig. 3.

Como resultado, se mostré que las tasas de supervivencia de las células eran mas elevadas cuando el colageno
modificado con retinol se usé en comparacién con aquellas del caso en el que se usaba retinol o la mezcla de retinol
y colageno, y que las tasas de supervivencia celular eran las mismas o superiores que las de el caso en el que se
usaba el éster de retinol del acido acético. Por consiguiente, se encontré que la citotoxicidad del colageno
modificado con retinol era tan baja como la de un derivado de retinol de finalidad general.

Ejemplo Experimental 4

Evaluacion de produccion de citoquina inflamatoria de colageno modificado con retinol usando sistema de cultivo de
monocapa de queratinocitos

Se evalud la cantidad de produccioén de la citoquina IL-8 inflamatoria que es el indice bético causado por el colageno
modificado con retinol en el sistema de cultivo de monocapa de queratinocitos.

Se sembraron queratinocitos epidérmicos humanos (HEK) en una placa de 24 pocillos que contenia un medio de
crecimiento de queratinocitos epidérmicos humanos (1,0 x 10° células/pocillo) cultivaron durante dos dias para que
las células alcanzaran la confluencia.

Por otro lado, cada una de las sustancias sometidas a ensayo (retinol (Retinol), colageno modificado con retinol
(REcaol), y colageno conjugado con acido succinico (Suc)) se disolvié en una pequena cantldad de DMSO, y el medio
se diluyé con KBM de modo que la concentracion de retinol llegd a ser de 10° Mo 10° M (o se prepar6 de modo
que la concentracion final de DMSO del medio fuera de un 1 %, o se diluyé con KBM de modo que la concentracion
final de DMSO del medio fuera de un 1 % en el control). A continuacion, este medio sustituyé al medio que se uso6
para cultivar los queratinocitos epidérmicos humanos.

El medio de cultivo se recuperd 24 horas después de intercambiar el medio, y la cantidad de produccion de IL-8 se
cuantificd con un kit de ELISA (R&D Systems) (N = 4). Los resultados se muestran en la Fig. 4.

Como resultado, se mostré que la produccion de la citoquina IL-8 inflamatoria que se considera que es un indice de
trastorno inflamatorio de la epidermis se suprimia cuando se aplicaba el colageno modificado con retinol en
comparacion con el caso en el que se usaba retinol o colageno conjugado con acido succinico, y que el colageno
modificado con retinol se podria aplicar a la piel sin causar picores y similares que surgen como un efecto
secundario por el uso de retinol.

Ejemplo Experimental 5

Evaluacion de la produccion de citoquina inflamatoria de colageno modificado con retinol usando epidermis cultivada
tridimensional humana

Se evalué la cantidad de produccion de citoquinas IL-8 inflamatoria que es el indice de picor causado por el
colageno modificado con retinol en el sistema de epidermis cultivada tridimensional de queratinocitos.

Un ml de un medio de ensayo de acompafiamiento se afiadié a una microplaca de 12 pocillos, y la epidermis
cultivada tridimensional humana (Modelo de LabCyte EPI, J-TEC, LTD.) se cultivd con antelacién en la condicién de
COzal 5 %-aire al 95 % y a 37 °C durante dos horas.

A continuacién, se afiadieron 80 ul de aceite de oliva (Control), retinol (Retinol) preparado para tener una

concentracién de retinol de un 0,1 %, o el colageno modificado con retinol (REcol) a la epidermis cultivada que se
habia cultivado con antelacion, y la epidermis se cultivd durante cuatro dias. El aceite de oliva se us6 para preparar

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 589 003 T3

el retinol y la solucién de colageno modificado con retinol.

El medio se recuperd al segundo y cuarto dias después de la adicién, y la cantidad de produccion de IL-8 se
cuantifico con el kit de ELISA (R&D Systems) (N = 5 hasta el segundo dia, y N = 3 hasta el cuarto dia). La diferencia
significativa se analizé con el ensayo t de Student. Los resultados se muestran en la Fig. 5.

Como resultado, se mostré que la produccion de citoquina IL-8 inflamatoria, que se considera que es un indice para
trastorno inflamatorio de la epidermis se suprimia cuando el colageno modificado con retinol se aplicaba en
comparacion con el caso en el que se usaba el retinol con la misma concentracion, y que el colageno modificado con
retinol se podia aplicar a la piel sin causar picores y similares que surgen como un efecto secundario por el uso de
retinol.

Al mismo tiempo, la cantidad de produccion de IL-8 causada por el colageno modificado con retinol en el Ejemplo
Experimental 4 estaba suprimida de forma mas elevada que la del area de control, y también la tendencia
presentada en el Ejemplo Experimental 4 era diferente del resultado del Ejemplo Experimental 5. Se considera que
la razén para esto surge del hecho de que en el caso en el que se usaba un sistema de piel cultivada tridimensional
(Ejemplo Experimental 5), se afiadia una sustancia en el estrato céorneo de modo que el area en la que la sustancia
se ponia en contacto directamente con las células vivas era pequefia, mientras que en el caso en el que se usaba el
sistema de cultivo de monocapa (Ejemplo Experimental 4), las células vivas se ponian en contacto directamente con
la sustancia de modo que el efecto producido por la sustancia aparecia de forma significativa.

Ejemplo Experimental 6

Evaluacién de la produccion de acido hialurénico con colageno modificado con retinol usando epidermis cultivada
tridimensional humana

En el Ejemplo Experimental 1 y en el Ejemplo Experimental 2, se mostr6 que el colageno modificado con retinol
inducia la expresion de genes de la acido hialurénico sintasa mediante una evaluacion de PCR en tiempo real de
queratinocitos. Por lo tanto, como condiciones mas cercanas a la piel usadas en la practica real, la produccién de
acido hialurénico por si mismo se cuantificd con epidermis cultivada tridimensional humana (LabCyte, Modelo 12 de
EPI).

Un ml de un medio de ensayo de acompafiamiento se afiadi6 a una microplaca de 12 pocillos, y la epidermis
cultivada tridimensional humana (Modelo de LabCyte EPI, J-TEC, LTD.) se cultivd con antelacion en la condicion de
COzal 5 %-aire al 95 % y a 37 °C durante dos horas.

A continuacion, se afiadieron 80 ul de aceite de oliva (Control), retinol (Retinol) preparado para tener una
concentracién de retinol de un 0,1 %, o el colageno modificado con retinol (REcol) a la epidermis cultivada que se
habia cultivado con antelacion, y la epidermis se cultivé durante cuatro dias. El aceite de oliva se usé para preparar
el retinol y la solucion de colageno modificado con retinol.

El medio de epidermis cultivada se recuperd se recuper6 al segundo y cuarto dias después de la adicion, y la
cantidad de produccién de acido hialurénico en la epidermis cultivada se cuantificé con un kit de mediciéon de acido
hialurénico (SEIKAGAKU BIOBUSINESS CORPORATION) (N = 5 hasta el segundo dia, y N = 3 hasta el cuarto dia).
La diferencia significativa se analizé con el ensayo t de Student. Los resultados se muestran en la Fig. 6.

Como resultado, se mostréo que el colageno modificado con retinol presentaba una cantidad de produccion
equivalente de acido hialurénico a la del retinol el segundo dia, y presentaba una cantidad de produccién mas
elevada de acido hialurénico que la de retinol el cuarto dia.

Ejemplo Experimental 7

Evaluacion de la sintesis de colageno de tipo 1 con colageno modificado con retinol usando piel cultivada
tridimensional humana

Como condiciones mas cercanas a las de la piel usada en la practica real, la cantidad de sintesis de colageno de
tipo 1 se cuantificd con piel cultivada tridimensional humana (EFT-412, KURABO INDUSTRIES, LTD.).

Dos ml de un medio de ensayo de acompafamiento se afiadieron a una placa de 6 pocillos, y la piel cultivada
tridimensional humana (EFT-412, KURABO INDUSTRIES, LTD.) se cultivd con antelacion en una incubadora con
una atmosfera de un 5 % de CO. y a 37 °C durante una noche.

A continuacion, se anadieron 80 ul de aceite de oliva, un 0,5 % de retinol o un 0,5 % de colageno modificado con

retinol a la piel cultivada que se habia cultivado con antelacion, y la piel cultivada se cultivd durante dos dias. El
aceite de oliva se us6 para preparar el retinol y la solucion de colageno modificado con retinol.
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El medio cultivado se recupero6 el primer y segundo dias después de la adicion, y la cantidad de procolageno de tipo
| (PIP) en el medio se cuantificd con un kit de EIA de PIP (Takara Bio Inc.) (N =6 hasta el segundo dia). La
diferencia significativa se analizé con el ensayo t de Student. Los resultados se muestran en la Fig. 7.

Como resultado, el colageno modificado con retinol presentaba una cantidad de sintesis de PIP mas elevada que la
del retinol, y se confirmé que el colageno modificado con retinol presentaba un efecto de estimulacién elevada de la
sintesis de colageno de tipo 1.

Al mismo tiempo, el colageno modificado con retinol de la presente invencion se adsorbe firmemente a la piel cuando
se aplica a la misma y permea la piel con respecto al estrato cérneo en un periodo de tiempo relativamente corto, y
de este modo una cierta cantidad del colageno modificado con retinol permanece en la piel incluso cuando la piel se
lava y su efecto se ejerce de forma sostenida y acumulativa.

Basandose en estos experimentos, se encontrdé que el coldgeno modificado con retinol de la presente invencion
prolonga la expresion elevada de genes de la acido hialurénico sintasa, y tiene una toxicidad celular baja, supresion
de produccion de citoquinas inflamatorias, y efectos de produccion elevada de acido hialurénico y colageno durante
un periodo de tiempo prolongado en comparacion con el retinol o un derivado de retinol convencional. Se mostré que
el colageno modificado con retinol de la presente invencion, cuando se aplica a la piel, ejerce un efecto excelente de
prevencion de la formacién de arrugas, un efecto excelente de mejora de las arrugas, un efecto excelente de hacer
que la piel sea bonita y un efecto excelente de mejorar la calidad de la piel.

Como se ha mencionado anteriormente, se mostré que el colageno modificado con retinol de la presente invencién
tiene un efecto, para las células de piel humanas, de aumentar las cantidades de produccion de acido hialurénico y
produccion de colageno de tipo 1.

El acido hialurénico presenta un efecto de hidratacion de la epidermis debido a su capacidad de albergar agua, y
efecto de mejora de las arrugas finas formadas por la sequedad de la piel y evitar que se formen las arrugas finas
mediante la hidratacion de la epidermis. Ademas, se informa que el acido hialurénico en el estrato cérneo actiua
como un neutralizador de radicales (Fragrance Journal, 2004, 5, pp. 65-71), y de este modo el colageno modificado
con retinol de la presente invencion tiene un efecto de hidratacion, un efecto de crecimiento celular (efecto de
provocar la renovacion), y efecto antioxidacion. Ademas, durante el transcurso de la curacion de heridas, la cantidad
de acido hialurénico en la dermis aumenta y el acido hialurénico estimula la migracién y crecimiento de células,
suministro de nutrientes y enzimas y similares (Fragrance Journal, 2004, 5, pp. 65-71), y de este modo el colageno
modificado con retinol de la presente invencién tiene un efecto de curacién de heridas en la epidermis. Se informa
que el acido hialurénico en el estrato corneo interactda con una estructura lamelar lipidica intercelular (The Journal of
Investigative Dermatology, 2000, Vol. 114, n.° 6, pp. 1184-1187). Se considera que, cuando el acido hialurénico se
afiade a la piel cultivada, la epidermis se hace gruesa y el acido hialurénico estimula funciones de barrera
producidas por el lipido de la epidermis (Experimental Dermatology, 19, €336-e339). Por lo tanto, el colageno
modificado con retinol de la presente invencion tiene un efecto de estimular las funciones de barrera de la epidermis.

Ademas, cuando aumenta el colageno de la dermis, se produce un efecto de mejora de la elasticidad de la piel
atribuido a la estructura de la dermis. Por lo tanto, el colageno modificado con retinol de la presente invencion tiene
un efecto de prevencion/mejora en la flacidez de la piel, y ademas tiene un efecto de prevencion de la formacion de
arrugas y un efecto de mejora de las arrugas tanto de arrugas profundas en la dermis como de arrugas poco
profundas en la epidermis.

Ademas, el colageno modificado con retinol de la presente invencion tiene un efecto de mejora de la resistencia de la
piel, un efecto de mejora del fotoenvejecimiento cutaneo, un efecto de antienvejecimiento, y otras eficaces
presentadas por cosméticos tales como acondicionamiento de la piel, acondicionamiento de la textura de la piel,
manteniendo la piel sana, prevencion de la aspereza cutanea, hidratacion de la piel, manteniendo la flexibilidad de la
piel, firmeza de la piel, prevencion de la sequedad de la piel, suavizado de la piel, transmision de resistencia a la piel,
transmision de brillo a la piel, alisado de la piel y proteccion de la piel.

Ejemplo de Formulacioén 1: Locion Cutanea

Ingredientes Contenido (%)
Colageno modificado con Retinol 0,1
Etanol 5,0
Glicerina 4.0
Trehalosa 1,0
Fenoxietanol 0,7
Aceite de Ricino Hidrogenado con PEG-60 0,3
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Ingredientes

Contenido (%)

Hialuronato Sédico 0,1
Parabeno 0,1
Acido Citrico 0,08
Citrato Sadico 0,08
Fragancia 0,03
Agua Purificada Equilibrio
Total 100,0

Ejemplo de Formulacién 2: Serum

Ingredientes

Contenido (%)

Colageno modificado con Retinol 5,0
Etanol 10,0
Glicerina 10,0
1,3-Butilenglicol 6,0
Fenoxietanol 0,8
Carboxilato de dI-Pirrolidona de Sodio 0,5
Aceite de Ricino Hidrogenado con PEG-60 0,5
Goma de Xantano 0,4
Hialuronato Sédico 0,1
Fragancia 0,1
Parabeno 0,1
Acido Citrico 0,08
Citrato Sadico 0,08
Agua Purificada Equilibrio
Total 100,0

Ejemplo de Formulacion 3: Leche Corporal

Ingredientes

Contenido (%)

Colageno modificado con Retinol
1,3-Butilenglicol

Aceite de Oliva

Etanol

Metil Polisiloxano

Acido Estearico

Triglicérido Caprilico/Caprico
Alcohol Butilo

Fenoxietanol

Polimero de Carboxivinilo
Hidroxido Potasico

Lecitina

Hialuronato Sédico
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Ingredientes

Contenido (%)

Fragancia 0,1
Parabeno 0,1

Agua Purificada Equilibrio
Total 100,0

Ejemplo de Formulacion 4: Crema

Ingredientes

Contenido (%)

Colageno modificado con Retinol 10,0
Glicerina 10,0
Aceite de Oliva 8,0
Escualeno 6,0
Monoestearato de Poliglicerilo 4.0
Monoestearato de Glicerilo Lipofilo 4.0
Acido Estearico 4,0
Cetanol 3,0
Etanol 3,0
1,2-Hexanodiol 1,0
Fenoxietanol 0,9
Metil Polisiloxano 0,7
Hidréxido Potasico 0,6
Polimero de Carboxivinilo 0,2
Fragancia 0,1
Carboxilato de dI-Pirrolidona de Sodio 0,1
Parabeno 0,1
Agua Purificada Equilibrio
Total 100,0

Ejemplo de Formulacion 5: Crema

Ingredientes

Contenido (%)

Colageno modificado con Retinol
Glicerina

Aceite de Oliva

Escualeno

Monoestearato de Poliglicerilo
Monoestearato de Glicerilo Lipofilo
Acido Estearico

Cetanol

Etanol

Fenoxietanol

Metil Polisiloxano

Hidroxido Potasico

Polimero de Carboxivinilo

17
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Ingredientes Contenido (%)
Fragancia 0,1
Carboxilato de dI-Pirrolidona de Sodio 0,1
Parabeno 0,1
1,2-Hexanodiol 1,0
Agua Purificada Equilibrio
Total 100,0

Ejemplo de Formulacién 6: Espuma Limpiadora

Ingredientes Contenido (%)
Colageno modificado con Retinol 0,1
Acido Miristico 15,0
Acido Palmitico 12,0
Acido Estearico 10,0
Hidroxido Potasico 8,0
Glicerina 5,0
1,3-Butilenglicol 4.0
Acido Latrico 3,0
Cera de abejas Blanca 2,0
Etanol 2,0
1,2-Hexanodiol 1,0
Fenoxietanol 0,9
Fragancia 0,6
Edetato Disddico 0,2
Parabeno 0,1
Agua Purificada Equilibrio
Total 100,0

Ejemplo de Formulacién 7: Gel Limpiador

Ingredientes Contenido (%)
Colageno modificado con Retinol 0,1
Glicerina 17,0
DipropilenGilicol 17,0
Cocoato de Glicerilo y PEG-7 15,0
Etanol 5,0
Aceite de Oliva 2,0
Polimero de Carboxivinilo 1,0
Aceite de Nueces de Macadamia 1,0
Fenoxietanol 0,9
Hidréxido Soédico 0,5
Parabeno 0,1
Fragancia 0,1
Agua Purificada Equilibrio
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Ingredientes Contenido (%)

Total 100,0

Ejemplo de Formulacién 8: Base de Maquillaje

Ingredientes Contenido (%)
Colageno modificado con Retinol 1,0
Decametil Ciclopentasiloxano 45,0
Oxido de Cinc 26,0
1,3-Butilenglicol 5,0
Aceite de Oliva 3,0
Oxido de Titanio 2,0
Monoisoestearato de Poliglicerilo 2,0
Glicerina 1,0
Etanol 1,0
Fenoxietanol Poli(Oxietileno/Oxipropileno) 0,8
Copolimero de Metilo y Polisiloxano 0,5
Cloruro Sédico 0,5
Parabeno 0,1
Acido Citrico 0,1
Agua Purificada Equilibrio
Total 100,0

Ejemplo de Formulacién 9: Base en Polvo

Ingredientes Contenido (%)
Colageno modificado con Retinol 0,1
Sericita 15,0
Fluorflogopita Sintética 10,0
Oxido de Titanio 10,0
Oxido de Cinc 10,0
Nitruro de Boro 5,0
Oxido de Hierro 5,0
Bengala 2.0
Oxido de Aluminio 1,0
Metil Polisiloxano 1,0
Metilhidrégeno Polisiloxano 1,0
2-Etilhexanoato de Cetilo 1,0
Isoestearato de Glicerilo 0,5
Etanol 0,1
Parabeno 0,1
Fenoxietanol 0,1
Agua Purificada 0,1
Hialuronato Sédico 0,01
Talco Equilibrio
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Ingredientes Contenido (%)

Total 100,0

Ejemplo de Formulacion 10: Base Liquida
Ingredientes

Contenido (%)

Colageno modificado con Retinol 0,5
Decametil Ciclopentasiloxano 30,0
Oxido de Titanio 8,0
Oxido de Cinc 5,0
Tri(2-etilhexanoato) de Glicerilo 5,0
1,3-Butilenglicol 5,0
Metil Polisiloxano Cetilmetil Polisiloxano Poli(Oxietileno/ Oxipropileno) Metilo

Copolimero de Polisiloxano 3,5
Oxido de Hierro 3,0
Triisoestearato de Poliglicerilo 3,0
1,2-Pentanodiol 3,0
Sericita 3,0
Octil Dodecanol 2,0
Diisoestearato de Poliglicerilo 2,0
Etanol 1,0
Cloruro Sédico 0,5
Fenoxietanol 0,5
Acido Silicico Anhidro 0,1
Agua Purificada Equilibrio
Total 100,0

Ejemplo de Formulacion 11: Champu

Ingredientes Contenido (%)
Colageno modificado con Retinol Polioxietileno (3 E.O.) 0,1
Lauriléter Sulfato 15,0
Propilenglicol 8,0
Cocamidopropil Betaina 5,0
Dietanolamida de coco 3,0
Fenoxietanol 0,8
Fragancia 0,7
Parabeno 0,1
Agua Purificada Equilibrio
Total 100,0
Ejemplo de Formulacién 12: Acondicionador del Cabello
Ingredientes Contenido (%)
Colageno modificado con Retinol 0,1
Triglicérido Caprilico 5,0
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Ingredientes Contenido (%)
Cloruro de Esteartrimonio 4.0
Propilenglicol 3,0
Polioxietilen (5 E.O.) Oleil Eter 2,5
Cetanol 2,5
Fenoxietanol 0,8
Fragancia 0,5
Parabeno 0,1
Agua Purificada Equilibrio
Total 100,0

Ejemplo de Formulacién 13: Polvo de Bafio

Ingredientes Contenido (%)
Colageno modificado con Retinol 0,1
Sulfato Saédico 50,0
Oxido de Titanio 1,0
Fragancia 0,7
Hidrogenocarbonato Sédico Equilibrio
Total 100,0

Ejemplo de Formulacion 14: Mascarilla

Ingredientes Contenido (%)
Colageno modificado con Retinol Equilibrio
Hialuronato Sédico 10,0
Total 100,0

Aplicabilidad industrial

El colageno modificado con retinol de la presente invencion se puede usar como una composicion externa para la
piel o un cosmético en forma de lamina en el campo farmacéutico y cosmético.

Texto Sin Tabla de Secuencias

La SEQ. ID. No: 1 sera el cebador directo para aplicar PCR en tiempo real al gen HAS2 de la acido hialurénico
sintasa.

La SEQ. ID. No: 2 sera el cebador inverso para aplicar PCR en tiempo real al gen HAS2 de la acido hialurénico
sintasa HAS2.

La SEQ. ID. No: 3 sera el cebador directo para aplicar PCR en tiempo real al gen HAS3 de la acido hialurénico
sintasa.

La SEQ. ID. No: 4 sera el cebador inverso para aplicar PCR en tiempo real al gen HAS3 de la acido hialurénico
sintasa.

Listado de secuencias
<110> NATIONAL UNIVERSITY CORPORATION NARA INSTITUTE OF SCIENCE AND TECHNOLOGY;
SUNSTAR I[\lC. . .
<120> COLAGENO MODIFICADO CON RETINOL, METODO PARA PRODUCIR EL MISMO Y COMPOSICION
EXTERNA PARA LA PIEL QUE CONTIENE AL MISMO

<130> 670319
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<160> 4
<170> PatentIn version 3.2

<210> 1
<211> 25

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Polinucledtido disefiado usado como cebador directo para PCR en tiempo real del gen HAS2

<400> 1
agtcatgtac acagccttca gagca 25

<210> 2

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Polinucledtido disefiado usado como cebador inverso para PCR en tiempo real del gen HAS2

<400> 2
cacctccaac catgggatct tc 22

<210> 3

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Polinucleétido disefiado usado como cebador directo para PCR en tiempo real del gen HAS3

<400> 3
tcggcgattc ggtggacta 19

<210> 4

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Polinucledtido disefiado usado como cebador inverso para PCR en tiempo real del gen HAS3

<400> 4
cctccaggac tcgaagcatc tc 22
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REIVINDICACIONES

1. Un colageno modificado con retinol que comprende una unidad peptidica representada por la féormula (2):

[Férmula Quimica 1]

0
0 0 SN SN N
d *i
""" S I R
0 0 1]
5 (2).
y que opcionalmente también comprende al menos un tipo de una unidad peptidica representada por la férmula (3):
[Férmula Quimica 2]
OH
m I_f
R e
\ 0 0 0
(3)
10
y una unidad peptidica representada por la férmula (4):
[Férmula Quimica 3]
0
OH
0
m I_E
""" AR N R
0 4] 0
(4.

15 2. El colageno modificado con retinol de acuerdo con la reivindicacion 1 que comprende al menos un tipo de una
unidad peptidica representada por la formula (3) o la formula (4), donde una proporcion del contenido entre la unidad
peptidica representada por la formula (2), y la unidad peptidica representada por la férmula (3) y la unidad peptidica
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representada por la formula (4) esta, en términos de proporcion molar, en el intervalo de (2): ((3) +(4))=1:99 a
100: 0,

3. El colageno modificado con retinol de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, donde el pico de
distribucién de peso molecular entra dentro del intervalo de peso molecular de 500 a 1.000.000.

4. El colageno modificado con retinol de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que es:

un agente para prevenir la formacion de arrugas; y/o un acelerador de la produccion de acido hialurénico; y/o un
agente de activacion para la acido hialurénico sintasa; y/o un acelerador de la produccion de colageno.

5. Un método para producir el colageno modificado con retinol de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 3, que comprende:

(1) preparar colageno conjugado con acido dicarboxilico mediante unién de acido succinico o su anhidrido al
menos a un grupo hidroxilo del colageno; y a continuacion
(2) unir el retinol a un grupo carboxilo del acido succinico del colageno conjugado con acido dicarboxilico.
6. El colageno modificado con retinol de acuerdo con la reivindicacion 1 o el método para su produccion de acuerdo
con la reivindicaciéon 5, donde el colageno es uno o mas tipos seleccionados del grupo que consiste en colageno
natural y colageno que contiene una unidad peptidica representada por la férmula (1):
- (A1-A2-Gli)- (1)

(donde Gli representa glicina, y A1 y A2 representan glicina, prolina (Pro) o hidroxiprolina (Hip), con la condicién de
que al menos uno de A1y A2 sea Hip), gelatina, y un hidrolizado de colageno natural y un hidrolizado de colageno
que contiene una unidad peptidica representada por la formula (1).

7. El método de produccion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 o 6, donde una amina terciaria
se usa como un disolvente en la etapa (2).

8. El método de produccion de acuerdo con la reivindicacion 7, donde la amina terciaria es una trialquilamina.
9. El método de produccion de acuerdo con la reivindicacion 8, donde la trialquilamina es diisopropiletilamina.

10. Una composicion externa para la piel que comprende, como un principio activo, el colageno modificado con
retinol de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

11. Una composicion externa para la piel que comprende el colageno modificado con retinol de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en una cantidad de un 0,00001 a un 30 % en peso, basandose en la
cantidad de la composicion total.

12. La composicion externa para la piel de acuerdo con la reivindicaciéon 10 u 11, que se usa para prevenir la
formacion de arrugas.

13. Un cosmético en forma de lamina que comprende el colageno modificado con retinol de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.
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Fig. 1A
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Fig. 1B
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Fig. 2
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Fig. 7
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